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SUMARIO 
El presente estudio trata de la acción bactericida in vitro e in pivo del agua de la laguna 
minero-medicinal "Santa Cruz de las Salinas", Chilca. Investigaciones realizadas en el perío­
do Febrero 1977 - Julio 1979.en el Instituto de Salud, Lima, han probado que esta agua ejer­
ce acción bacteriostática y bactericida sobre un gérmen altamente patógeno para el organis­
mo humano de tipo Gram negativo (Cepa So/mone/Ia typhy TY2)' Pruebas de toxicidad de 
esta agua en el organismo animal se han hecho inoculando 2 grupos de ratones por vías en­
dovenosa e intraperitoneal, demostrando que no ejerce acción tóxica, más bién produce una 
acción estimulante sobre las células sanguíneas. 
Se han elaborado 17 Cuadros y 37 figuras. 
SUMMARY 
Antibiotic activ~1lyof the minero-medicinal water of "Sta. Cruz de las Salinas" lagoon, 
Chilca, Lima-Perú. By Gloria Chacón Roldán.- The author presents the study of the bac­
tericidal activity in vitro and in vi vo of the minero-medicinal water of the Santa Cruz de 
las Salinas" lagoon, Chilca, on So/mone/Ia typhi. Investigations made during the period 
February 1977-July 1979 at the Health fnstitute, Lima, have proved that this water exerts 
bacteriostatic and bactericidal action on a highly pathogen germ for human organism of 
Gram.negative type (strain Salmonella typhi ty2.) Tryals of toxicity of this water in the 
animal organism have been made inoculating two groups of mice by intravenous and intra­
peritoneal way, demostrating that it does not exert toxic actión, althoug it produces a stimu­
lant actioll on the blood cells. 
Seventeen tables and 37 figures are presented in the study. 
INTRODUCCION 
La Laguna minero-medicinal "Santa Cruz de las Salinas", Chilca, está situada en el Km. 
69 de la Carretera Panamericana Sur (Departamento de Lima). Esta laguna es visitada por nu­
. merosas personas de diferentes lugares del país, esperanzadas a encontrar un alivio para sus 
dolencias. 
• Dedico este estudio a mi maestro Doctor Felipe Uanos Diez.
*. Dr. en Ciencias Biológicas, trabajo realizada en el Instituto de Salud de los Institutos Nacionales de 
Salud.UMA. 
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Al revisar la bibliografía existente sobre la problemática de las aguas minero-medicinale~ 
en el Perú 'he encontrado una serie de publicaciones que tienen atingencia con nuestro 
problema sin que de ellos se desprenda una respuesta concreta. Tadeo Hanke (1796) en su 
estudio sobre descripción y análisis de las aguas de "Yura" no solo se concretó al estudio 
guímico sino que dió indicaciones para su uso en diversas enfermedades. Edmundo Escomel 
(1935) realizó igualmente, estudios de las fuentes y lagunas termales en Arequipa, clasifi­
cándolas como termales, en el caso de Yura" y minero-medi~ÍIllll en e!.caso de "Jesús", am­
bas con caracter medicinal. Mucho se debe al Dr. EscomeJ, sobre las investigaciones y obser­
. vaciones realizadas por él Dllra la comprobación de la acción terapéutica de esas aguas. Con 
el fin de controlar si el agua de la laguna de Hüacachina, lea, es apropláda para la vida de 
los gérmenes patógenos, Escomel, E. (I935) sembró en tubos de agua de la laguna filtrada y 
esterilizada, cultivos de estafilococos piógenes de los forúnculos, de Streptococcus de Felhei­
sen, de las erisipelas, de Dip/ococcus acné productores de una forma de acné en Lima; del ba­
cilo de Eberth o sea de la fiebre tifoidea, de colibacilos de Escherichia, originador de la co­
libacilosis. Después de varios días de conservar los tubos, ya sea a la temperatura ambiente o 
bien a 37.50 C, todos los microbios habían muerto. Es decir que el agua de Huacachina no 
es propicia para el desarrollo de microbios patógenos para el hombre. 
Prazak, L. (1947) afirma que la cuota hidropínica en aguas cloruradas sódicas y sulfata­
das estimulan la eliminación aumentada del ácido úrico. Su ingestión provoca en las cápsu­
las suprarenales un aumento de su función, estimulando su deficiencia en ciertas enfermeda­
des de diagnóstico bacilar. Las llamadas sodicocloruradas fuertes, como todas las proceden­
tes del Vergel de Calcio y las 3 lagunas de la zona de Chilca están indicadas para el trata· 
miento de la poli-artritis crónica, declinando los brotes evolutivos, pero cuidando mucho de 
su caracter exitante de que ellas gozan. Los baños en este tipo de aguas provocan excitacíon 
y modificación de los procesos funcionales, activando sus defensas en la lucha contra enfer­
medades infecciosas. 
René Solis Y Haydee Russac (1972) han realizado análisis bacteriológicos en muestras de 
agua y sedimento de la laguna "Santa Cruz de las Salinas", con resultados negativos en cuanc 
to a la presencia de bacterias patógenas dejadas por enfermos que recurren a ella. Investiga­
ciones sobre la acción bactericida in vitro del agua de la laguna fueron realizadas por la au­
tora en 1976. Los ensayos se efectuaron utilizando cepas estándares de Brucel/o menten· 
sis 16M, Bruce/la suiss 1330, Bruce/la abortus 1119B y un cultivo de Staph)'lococCUE aureus 
obtenida igualmente del Laboratorio de Diagnóstico e Investigación del Instituto de Salud. 
Asimismo se ensayaron con cepas de cultivos de Escherichio coli 0126-B16, Gtrobacter 
freundi Lact + (1917-76), Pseudomona aeruginosa, K/ebsiella pneumoniae Ur -¡- Mov­
(O-I9A), Proteus vu/garis (I242-74) proporcionados por el Laboratorio de Referencia En­
terobacteriana de dicho Instituto (1976). 
El propósito de este estudio es el de investigar la acción bactericida del agua de la laguna 
in vitro e in vivo utilizando una cepa estandar internacional (Sa/mone/Ia typhiTY2) e igual­
mente investigar si el agua es tóxica o si ejerce alguna acción estimulante sobre el organismo 
animal. 
ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LA LAGUNA 
La laguna minero-medicinal "Santa Cruz de las Salinas" presenta tonalidades de color 
verde amarillento a verde oscuro debido a la presencia de Chlorella peruviana, microalga. 
perteneciente a la clase Chlorophyceae. Esta microalga formó el 99.9 % de la comunidad fi­
toplanctónica durante el período 1970-1979. (Gloria Cnacón R.1980) 
La turbidez se debió principalmente a la presencia de eh/orella pemviana y a partícu­
las de minerales visibles en el sedimento de las muestras centrifugadas a 10,000 rev./min. Es­
tas partículas estuvieron compuestas principalmente por s11ice (Si02), Alúmina (A1203), 
Fierro (Fe2ü3), Cabonato de Calcio (C03Ca), Magnesio (Mg), Sulfúrico (S03) y Cloro C1) 
(Zapata, R. 1971). . 
El pH de la laguna fué de 7.5 en verano (Febrero) a 9.2 al terminar el invierno (2-Se­
tiembre). La temperatura promedia varió de 17.80 C en invierno (Agosto) en 280C en verano 
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(Febrero)y el oxígeno disuelto presentó una mínima de 0.13 ml/L en verano (Enero) y ulla 
máxima con 5.40 ml/L a fines de invierno.. 
Muestras limnológicas analizadas químicamente determinaron como componente prin­
cipal salino al Cloruro de Sodio (CINa), seguido por el Sulfato de Sodio (S04Na), Car­
bonato de Sodio (C03Na2)' Bicarbonato de Sodio (HC03)2Na, Bicarbonato de Calcio 
(HC03)2Ca, Cloruro de Potasio (CIK), Cloruro de Fierro (Cl Fe) y Cloruro de Aluminio 
3 (CI3AI) (Zapata, R .. 1971). 
Muestras limnológicas centrifugadas a 10,000 rev/min., presentaron el sobrenadante cla­
ro y transparente. Análisis químico de éste determinaron que el Cloruro de Sodio (CINa) es 
el componente principal seguido del Sulfato de Sodio (S04Na), Sulfato de Magnesio 
(SO 4Mg), Bicarbonato de Magnesio (Hc03)2Mg. Bicarbonato de Calcio (HC03)2Ca, Clo­
ruro de Potasio (CIK), Carbonato de Sodio (C03Na2)' Nitrato de Sodio (N03Na), Sulfato 
Ferroso (S04Fe)(Zapata R., 1978). 
El Cuadro 1, present."t los análisis químicos de la laguna minero-medicinal "Santa Cruz 
de las Salinas" y del sobrenadante de una muestra de agua centrifugada (ML261277). 
CUADRO 1: Análisis químico de la laguna y del sobrenadante centrifugado. 
-
Análisis Cualitativo 
Carbonato de Sodio (Co3Na2) 
Bicarbonato de Calcio (HC03)2Ca 
. Bicarbonato de Magnesio (HC03)2Mg 
Cloruro de Potasio (CIK) 

Nitrato de Sodio (N03Na) 

Nitrito de Sodio (N02Na) 

Sulfato de Magnesio (S04Mg) 

Cloruro de Amoni~ (CINH4) 

Bicarbonato de Sodio (HC03)2Na 

Cloruro de Sodio (ClNa) 

Cloruro ferroso (CI3Fe) 

Cloruro de aluminio (CI3AI) 

Sulfato ferroso (S04Fe) 

Sulfato de Sodio (S04Na) 

Ioduro de S.odio (INa) 

Análisis Cuantitativos 
Laguna (gr/L) Sobrenadant~ 
(gr/U 
5.592 0.010 
0.429 0.202 
1.987 1.665 
0.307 0.040 
0.002 0.003 
0.001 
3.448 
0.009 
2.078 
94.528 102.934 
0.009 
0.012 
0.002 
43.528 22.136 
0.001 
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METODOS y MATERIAL 
Métodos estandares rutinarios se utilizaron en las tomas de muestras de la laguna y cen­
trifugación (ML), en las pruebas de toxicidad, pruebas de la acción bacteriostática'Y bacte· 
ricida, como también en las pruebas de protección en el ratón. 
Las muestras fueron tomadas de la laguna (Fig. 1), en las estaciones limnológicas 36, 3 
Y 27 (Fig. 2),.a la profundidad de -0.10 m. Se tomó el pH de cada muestra, utilizando un 
papel indicador especial (pH 6.5-10.0 Merck). Un litro de cada muestra de agua fue cen­
trifugada a 10,000 re/mino por 20 minutos. El sobrenadante se conservó en frascos de vi· 
drio de 250 mI c/u en frigider (50 C), siendo de esta manenl. utilizada para las pruebas corres­
pondientes. Estas muestras pueden ser mantenidas al frío por más de 1 año sin que cambie 
su pH. Cada preparación fue numerada como ML131276, ML261277 Y ML030679 de acuer­
do a las fechas en que fueron tomadas. 
Pruebas de toxicidad del medio líquido centrifugado de la laguna. La muestra ML131276 
se utilizó en estos ensayos. Ratones de 3·6 meses se inocularon por vía endovenosa e intra­
peritoneal, realizándose los hemogramas correspondientes antes y después de las 24 horas de 
dichas inoculaciones. 
El método Haden·Hausser (Kolmer, J. and Fred Bomer, 1945) se utilizó para la estima:­
ción de la hemoglobina, ésta es convertida en hematina ácida (HCI 0.1 N) Yel color compa­
rado con una escala de color permanente de vidrio teñido. 
Para la determinación del hematocrito se usó el método de Wintrobe (Kolmer J. and 
Fred Boemer, 1945). Se utilizó un tubo de ensayo de 9 x 100 mm para mezclar la sangre 
obtenida en el momento con 0.025 mI de Oxalato de Potasio al 10 % (anticoaguiante). 
Con una pipeta serológica de 1 mI. se tomó 0.1 mI de sangre de la cola del ratón, ésto se hizo 
en 2 partes para evitar coagulación en el momento de la extracción (0.05-0.05 mi), luego 
se agregó 0.9 mI de suero fisiológico estéril, se agitó suavemente el tubo, absorviendo [¡legO 
con una pipeta capilar, para llenar hasta la marca lOen el tubo de Wintrobe. Para la centri· 
fugación, el tubo de Wintrobe se introdujo en un tubo de ensayo 13 x 100 mm tapándose 
con esparadrapo. De esta manera se centrifugó a 1,800 rev/min. por 20 minutos. La lectura 
se hizo inmediatamentG. 
En el recuento de glóbulos blancos y rojos se utilizó el procedimiento común de recuen· 
to celular (Kolmer, J. 1944) utilizándose como diluyente la Sol. de Hayem para los glóbu. 
los rojos y la Sol. Türk para los blancos. En el recuento leucocitario se contó hasta 100 cé­
lulas en forma horizontal y se utíl[zó la fórmula siguiente (Ejemplo en el caso de linfocitos): 
ab 

RL = - ce/mI 

100 

donde: a = recuento total de leucocitos/mI 

b = recuento de linfocitos (en un total de 100 células) 

Se han consultado los trabajos de Joan Hardy (1969), Charles Harris and William Bucke, 
(1957) K.O. Godman, F.J. Frass, y R.N. Ibbotson (1964) y J.P. Simonds (1925), referente 
a los análisis sanguíneos cuantitativos en ratones, Archer, R.K. (1965) sobre métodos están­
dares de análisis hematológicos, Enzmann, E.V. (1934), James M. Orten y Arthur H. Smith 
(1934) sobre concentración de la hemoglobina de la sangre de ratas en desarrollo; y Paul D. 
Crimm and Darwin M. Short, (1934), referente a los leucocitos polimorfonucleares y la rela· 
ción con las variaciones de edad en la rata. 
Los animales en experimentación fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Salud, 
utilizándose 15 ratones machos blancos (Mus musculus domesticus) de 3 meses de edad; 
igualmente se utilizaron 30 ratones para la confección del Cuadro hematológico patrón. 
Jaulas de metal de 25 mm x 30 mm y 13 mm de alto se utilizaron para el mantenimiento 
de los animales colocados en un raket. La alimentación consistió de nicovita yagua, la cama 
de viruta de madera de ttE0 cedro o caoba. La temperatura promedia ambiente fluctuó de 
160 C en el inviemoa 21 C en Setiembre. El aseo de las cajas fue de una vez por semana y 
el suministro de alimento cada 2 días, realizándose diariamente la limpieza excepto los sá­
bados y domingos. (RoIland, J. Main 1939; UFAW, 1947; Lee R. y Dice, A.B., 1947; Ameri­
________·,__~'__~~~---.--------..--~--,.~t--~-~------------------------------_____-­
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can Public Health Association, 1954; Animal Welfare Institute, 1958 y OMS-OPS, 1968. Al­
vina Smith, 1974. 
Las tomas de muestras sanguineas y las inoculaciones en los ratones se efectuaron de la 
siguiente manera: el ratón es introducido en un tubo de metal o plástico de 82 mm de largo 
con diámetro de 33 mm, un lado tapado con una red metálica, y el otro con un esparadrapo 
ancho con un orificio central para que la cola quede libre. Las inoculaciones del ML131276 
se realizaron buscando la vena gruesa, hacia la región ventral y cerca de la base de la cola, se 
le pasó un algodón mojado en agua caliente para dilatar la vena durante unos segundos. Se 
utilizó una jeringa de tuberculina del mI. y aguja No. 24 corta. 
Para las tomas de muestras hematológicas se cortó 3 mm de la parte final de la cola 
con una tijerita fina y desinfectada, la primera gota se eliminó usando un algodón este· 
ril: luego se presionó suavemente desde la base de la cola para que la sangre fluya facil­
mente. Al terminar, se limpió la cola con algodón yagua oxigenada.. En algunos ratones se 
aplicó una gota de colodium al 4 % con una micropipeta cuando la sangre seguía fluyendo. 
Pruebas de la acción bacteriostática y bactericida de la laguna. Las muestras de agua 
ML261277-ML030679 y cultivos de una cepa internacional estandar de Salmonel/a typhi 
TY2 del Laboratorio de Vacunas del Instituto de Salud han sido utilizadas en estas pruebas. 
El método del disco húmedo (== wet disk) o de Bondi, B. et al (1947) cuya técnica detallada 
es presentada por Kolmer, J.A. (1947) fue empleada, consultándose también los trabajos de 
Foster and Woodruff (1944), Turck, ~1., Undemeyer, R.T. and Pet~rdorf, B.G. (1963), 
A.W. Bauer, M.M. Kirby, J.L. Sherris, and M. Turck (1966) y DIFCO (1973). 
El cultivo de S. Styphi se preparó de un cultivo semilla de 48 horas, sembrando en caldo 
cerebro-corazón (Q/BBL) e incubado a 340c por 24 horas. Presentó una tUl bidez de 3,000'­
000.000 ce/mI (Escala MacFarland). De este cultivo se tomó 0.2 mI para 5 mI de suero fisio­
lógico estéril, presentando una turbidez de 300'000,000 ce/mI, éste se sembró con una pi­
peta de 5 mI en placas con el medio Mueller-Hinton, colocándose a la estufa (34°C) por 
5 minutos, luego se introdujeron discos de pa pel Watman N0 51 previamente esterilizados 
y embebidos con el ML261277. El disco antibiótico Hetacillin "H" fue utilizado como com­
paración y un disco Watman normal que sirvió de testigo. Las placas incubadas fueron ob­
servadas a las 24 hs, 48 hs, 72,96 hs y 120 hs. 
En la prueba de la acción bacteriostática y bactericida del ML261277 y ML030679 in 
vitro, se ha seguido el método de dilución seriada, utilizándose concentraciones de 0.1 mI, 
0.2 mI, 0.3 ml y 004 mI de un cultivo de 24 horas (3,000'000,000 ce/mI) deS. typhi TY2 en 
1 mI del medio inve~tigar. Como testigo se utilizó el medio caldo cerebro corazón. Los 
tubos se mantuvieron a la estufa (340C) y observados a intervalos de 24 horas hasta el 
7mo día inclusive. Los cultivos de 24 horas de incubación fueron sembrados en placas 
con agar bacto triptosa (pH 6.0), ohservándose el desarrollo durante 6 Mas . 
. Pruebas de Protección en el ratón. Se ha utilizado 2 métodos. El primero basado en el mé­
todo de dilución seriada se col acó en 5 tubos 1 mI del ML261277 y concentraciones de 0.1 
mI, 0.2 mI, 0.3 mI y DA mI de un cultivo de 24 horas de S. typhi (3,OOO,000ce/ml) a tempe­
ratura ambiente por 3 horas ..Estos cultivos fueron inoculados, en ratones machos de 18 gr 
c/u, por vía intraperitoneal con jerin¡!as de tuberculina y agujas descartables estériles de 5/8 
(0.50 x 15 mm). Un tubo sirvió de testi~o. . 
El segundo méto'do consistió en diluciones de 1/10, 1/100 Y 1/1000 del cultivo Salmone­
Ilotyphi Ty2 preparado en caldo cerebro - corazón (Q/BBL). 
Se utilizó un cultivo de 24 horas (= 3,000'000 ce/mI) a 340 C. Las diluciones fueron he­
chas con el ML030679, permaneciendo 3 horas a medio ambiente. Se inocularon en ratones 
machos de 18 gr. por vía intraperitoneal (0.25 mI), utilizándose testigos como control. 
Material y animales de laboratorio. 
Cepas, equipos, reactivos químicos y ratones blancos fueron facilitados principalmen­
te por la División de Sueros, Vacunas y Toxinas, en cuyos laboratorios se efectuaron las in­
vestigaciones correspondientes; se utilizaron también equipos del Laboratorio de Vacuna 
Antivariólica, Laboratorio BCG y Laboratorio de Diagnóstico e Investigación del Instituto de 
Salud de los Institutos Nacionales de Salud, Lima. 
• 
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La centrifugación de las muestras de la laguna fueron hechas con una centrifugadora au­
tomática refrigerada, Sorvall RG2-B y para el peso de las sustancias químicas se utilizaron 
una balanza Mettler, lDW-O.l gr máx. 800 gr y una balanza OHAUS, double beam GRAM 
para el peso de los ratones. 
En los análisis hematológicos del ratón se han utilizado el hemoglobinómetro de Ha­
dem-Hausser (Clínical Model) para determinar la hemoglobina y una centrifugadora (Inter­
national Centrifugc; Size 1 type SB No x 2671, 220 volts. Cy 60 amps. 3.5 1/3 HP. Tubos de 
Wintrobe, una pipeta, serológica terminal de 1 mi y una pipeta capilar se emplearon en la 
determinación del hemalocrito (%). Un microscopio Leitz ORTOLUX LEITZ WETZLAR 
Obj. lOX. Oc lOX ( 100X), una cámara cuenta glóbulos de Neubauer y una pipeta de gló­
bulos rojos en el recuento de los hematíes y una pipeta de glóbulos blancos para el recuento 
leucocitario; igualmente se empleó un microscopio Leitz WETZLAR 285030,547MFG Ob. 
90X y Oc 10X ( 900X). 
Reactivos químicos. Los reactivos químicos o soluciones utilizados para los ana1isis he­
matolÓgicos son basados del Manual de Laboratorio de Kolmer, J. (1945) YWadsworth. A. 
(1943). 
Equipo y material de fotografía. Un microscopioORTOLUX "LEITZ WETZLAR" 
604171 con objetivos de lOX y 100X y una lámpara de bajo voltaje 5 a 16 v con o sin filtro 
fueron utilizados. Igualmente, una máquina fotográfica Leika y rollo Kodacolor II 135-20 
Películas Verichrome, l20-ASA 124 fueron necesarias para las fotos en placas, con una má­
quina MAMIY A C 330 Profesional, tomadas por el Sr. Moises Huayta. Las microfotografías 
fueron tomadas por la autora, utilizando películas en blanco y negro, y color Kodakchro­
me. El tiempo de exposición fue 1" Y 3" respectivamente. 
Archivo de láminas y fotos. Se utilizaron láminas porta-objetos de 1.0 mm de grosor y de 
3" xl" para conservar las muestras o frotises de sangre. Las láminas se clasificaron con nú­
JIl eros y letras. 
RESULTADOS 
en el curso de la investigación se elaboró un cuadro patrón de hemogramas sobre 30 rato­
nes blancos cuyos valores son representados en el Cuadro 2. Este Cuadro se ha hecho con la 
fin al ¡dad de tener en el futuro, en los Institutos, un cuadro estandar de comparación, para tra­
bajos relacionados con inmunógenos y sueros. Las edades fluctuaron desde 7 semanas a 24, 
presentando el promedio más alto de hemoglobina los ratones de 16 semanas (14.5 gr/lOO 
mI). Los hemogramas presentaron los siguientes valores promedios: hemoglobina 13.0 gr/lOO 
mI, Hematocrito 41.0 %, Glóbulos Rojos 8'124,600 ce/mI, leucocitos 11,769 ce/mi, lin­
focitos 8,243 ce/mI y neutrófilos segmentados 3,052 ce/mI. (Fig. 4). 
Se ha elaborado el Cuadro 3 con datos hematológicos realízados por estudiosos foráneos, 
desde 1909 hasta 1964, con la finalidad de observación y comparación, tomando como fac­
tores principales la hemoglobina, glóbulos rojos, glóbulos blancos, linfocitos y nutrófilos 
segmentados. Los datos más altos de hemoglobina son presentados por Schermer (1958) 
como 19.2 gr/lOO mI y Graige, A.H. (1945) como 17.3 gr/ 1 00 mI. 
Datos hernatológicos más completos se obtuvieron de Hardy, J. (1967) quien utilizó ra­
tones de 6 a 65 semanas. El Cuadro 4 indica los valores de hemoglobina, hematíes, leucoci· 
tos, neutrófilos segmentados y monocitos. El valor más alto de hemoglobina está dado en 
ratones de 13 semanas. (Fig. 3). 
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CUADRO 2: HEMOGRAMAS DE 30 RATONES MACHOS DEL BIOTERIO DEL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD 
(Institutos Nacionales de Salud) 
\ 
Fónnula leucocitaria ) RATON Hemoglobina Hematocrito Hematies Leucocito Semanas (Hb) ce/mI Linfocitos Itleutrofilos Monocitos Eosinófilos ce/micr gr/lOO mI % ce/mI % ce/mi '% ce/mI % ce/mI % 
( 7 11.0 40.0 8'11O.00C 8,500 5,100 60 2,890 34 255 3 255 3 

8 12.0 41.5 8'580,OO( 12,400 9,052 73 2,976 24 124 1 248 2 

9 12.5 42.0 8'650,00C 8,450 5,577 66 2,920 33 - 845 1 

10 12.5 41.5 7'695,OOC 12,600 9,702 77 1,890 15 630 5 252 2 

12 13.9 40.6 7'950,00C 11,567 8,261 70 2,760 23 892 7 153 1 

16 14.5 41.0 8'040,OOC 10,900 8,504 78 1,962 18 436 4 -.- ­
20 12.8 40.6 7'61O,00C 13,183 8,653 66 3,890 29 389 3 302 2 

24 13.0 39.4 8'362,50( 16,550 11,102 66 5,134 31 734 3 161 0.8 

-
. 
_L....----­
Gloria Chacón, 1977 

\ 
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CUADRO 3: 
Autor 
Goodall 

J.P.Simonds 

A.H. C;raige 

Gardner 

Schermer 

K.Ogodwin 
et al. 
CRONOLOGIA SOBRE ANALISIS HEMATOLOGICOS 
(HEMOGRAMAS) EN RATONES. 
Hemoglobina Glóbulos Glóbulos Linfocitos Neutr6filos Seg. 
g/lOOml rojos blancos ce/ml de/mi 
x 10 ce/mi ce/ml 
6-10 8,000 71 % 62.4 % 
10,000 
6- 8 6,000 50-65 % 24-50 % 
I 15.6-17.3 8-11 
11,000 
3,000 2,200 600 
22,000 15,000 10,000 
14.44 8-10 15,050 62-75 % 18-36 % 
11.4-19.2 5.5-10 5,000 
25,600 
13.4-16.1 6.3-8.9 9,400 7,000 670 
14,900 14,000 2,490 
VI 
----------
--- - -
1) , 
O' 
\ CUADRO 4:' HEMOGRAMAS DE 40 RATONES MACHOS (Hardy, J. 1967). 
) Fórmula leucocitaria Ratón Hemoglobina Hematíes Leucocitos 
semanas gr/l00mI xl06 ce/mi ce/mI Linfocitos Neutrofilos Monocitos ( 
ce/mi % ce/mI % ce/mi 0/0 
6 12.1 7.41 8,597 7,469 86.9 859 10.0 192 2.2 
13 13.7 7.90 11,084 9,865 89.0 887 8.0 188 1.7 
18 12.9 6.82 8,869 7,742 87.3 843 9.5 195 2.2 
26 12.2 7.36 9,697 8,504 87.7 922 9.5 136 1.4 
39 13.4 7.70 10,152 9,046 89.1 863 8.5 132 1.3 
52 11.8 7.17 9,207 7,826 85.0 921 10.0 220 2.4 
65 13.5 7.82 8.559 7,608 88.9 770 9.0 103 1.2 
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Hemogramas de los ratones antes de la inoculación. 
Los datos registrados en el Cuadro 5 se presentan divididos en 2 grupos. Los ratones ino· 

culadas por vía endovenosa cuyos promedios de análisis son los siguientes: Hemoglobina 

12.0 g/lOO mI, Hematocrito 38.9 0/0, Hematíes 7'825,000 ce/mI, leucocitos 15,281 ce/m. 

Fórmula leucocitaria: Linfocitos 66 %, neutrófilos segmentados 30 %, monocitos 3 % 

Y los eosinófilos 1.7 %. 

En el segundo grupo están compredidos los ratones inoculados por vía intraperitoneal. 

Presentaron valores promedios de: Hemoglobina 13.8 g/lOO mI, Hematocrito 40.6 %, he­

matíes 7'950,250 ce/mI, leucocitos 12,925 ce/mI, Fórmula leucocitaria: Linfocitos 68.5 

%, neutrófilos segmentados 24 %, monocitos 6 % Yeosinófilos 1.5 %. 

Los ratones 1 y 8 del primer grupo no fueron considerados en el promedio anterior de­

bido al promedio bajo de sus hemogramas, sin embargo estos ratones al igual que e19, fue­

ron utilizados en los ensayos con fines de observación. Los valores promedios de los prime­

ros 2 ratones fueron: Hemoglobina 7.8 g/lOO mI, Hematocrito 28.0 %, hematíes 5'950,300 

ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 61 %, neutrófilos segmentados 35.5 %, monoci­
to 1 % Y eosinófilos 3 %. 

El ratón 9 presentó un buen hemograma en los análisis en conjunto, pero 15 días antes 

de su inoculación, el ratón presentó infección a la piel, en el flanco derecho, por hongos. No 

se le hizo hemograma antes de las 24 horas. . 

Reacción biológica de los ratones inoculados por vía endovenosa con el ML131276, des­

pués de las 24 hs. de inoculación. 

Se han hecho diluciones del ML 131276 con la finalidad de observar su potencia en el or­

ganismo. Este primer grupo fue subdividido en 3: ratones inoculados con la dilución 1/10 

o sea 0.1 mI del MLl31276 en 0.9 mI de Agua destilada ( dilución a). En este grupo estu­

vieron los ratones 1,2,3y4;ratones inoculados con la dilución 1/2 o sea 0.5 mldeMLl31276 

en 0.5 mI de agua destilada (= dilución b). En este grupo estuvieron los ratones 5,6,7 y 8; 

Y los ratones inoculados con el MLl31276 puro (e), correspondieron los ratones 9,10 y 11. 

Los ratones inoculados con la dilución (a) presentaron los siguientes hemogramas prome­

dio, después de las 24 hs: Hemoglobina 12.6 g/lOO mI, Hematocrito 39.2 %, hematíes 

8'838,333 ce/mi y leucocitos 10,966 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 74.33 %, 

Neutrófilos segmentados 21 %, monocitos 2,66 % Y eosinófilos 2 %. En estos prome­

dios quedó excluido el ratón 1 cuyo hemograma fue: Hemoglobina 7.5 g/lOO mI, Hemato­

crito 26.0 % Hematíes 6'885,000 ce/mI, Leucocitos 13,300 ce/mI. Fórmula leucocita­

ria: Linfocitos 81 %, Neutrófilos segmentados 15 %, Monocitos 4 % Y Eosinófilos 

O %. (Fig. 17 - 20). . 

Los ratones inoculados con la dilución (b) presentaron los siguientes homogramas prome­

dio: Hemoglobina 12.2 gr/lOO mI, hemotocrito 41.0 %, hematíes 8'430,000 celmI, leucoci­

tos 10,866 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 73.3 %, Neutrófilos segmentados 26.0 

% ,Monocitos 0.3 %, Eosinófilos 0 0/0. (Figs: 21-23) . . 

En estos promedios quedó excluido el ratón 8 cuyo hemograma fue: Hemoglobina 7.0 

gr/lOO mI., Hematocrito 28.0 %, Hematíes 6'860,000 ce/mI, Leucocitos 7,200 ce/mI, 

Fórmula leucocitaria: Linfocitos 60 0/0, Neutrófilos Segmentados 40 %. Comparando 

este hemograma con el anterior se puede apreciar un aumento de hematíes a un nivel nonnal 

de acuerdo al Cuadro 2, como también una baja notoria de leucocitos de 25,200 ce/mI. a 

7,200 ce/mI, llegando en 24 horas a un nivel normal. En cuanto a la hemoglobina y hemato­

crito es casi constante aunque con presencia de anenúa y baja de peso. Los glóbulos rojos 

de este ratón presentaban anisocitosis y poiquilocitosis. (Fig. 24) 

Los ratones inoculados con el ML131276 puro, presentaron los siguientes hemogramas 
promedio: Hemoglobina 13.25 gr/100 mI, hematocrito 35 %, Hematíies 8'720,000 ce/mI, 

Leucocitos 11,200 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 70 %, Neutrófllos Segmen­

tados 29 % Y Monocitos 1 %. (Figs. 25-27) 

El ratón 9 quedó excluido del promedio anterior y presentó el siguiente hemograma: 

Hemoglobina 7.5 gr/lOO mI, Hematocrito 25 %, Hamatíes 6'740,00 ce/mI, Leucocitos 

13,000 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 500/0, Neutrófllos Segmentados 40 %, 

Monocitos 9 '% Y Eosinófilos 1 %. (Fig.25) 
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Reacción biológica de los ratones inoculados por vía endovenosa con el MLl31276, des­
pués de las 48 horas de inoculación. 
Los ratones inoculados con la dilución (a)presenta.ron los siguientes hemogramas pro­
medio: Hemoglobina 10.5 gr/100 mI, Hematocrito 38,3 %, Hematíes 8'361,666 celmI, 
Leucocitos 9,866 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 71.6 %: Neutrófilos Segmenta­
dos 18.6 %, Monocitos 7.7 % YEosinófilos 2 %. 
Los ratones inoculados con la dilución (b) presentaron: Hemaglobina 10.6 gr/l00 mI, 
Hematocrito 39 0/0, Hemat(~s 7'625,000 celmI, Leucocitos 11,166 ce/mI. Fórmula leuco­
citaría: Linfocitos 55.6 0/0, Neutrófilos Segmentados 41.3 %, Monocitos 3 % YEosinó­
filos 1 %. 
Los ratones inoculados con el ML131276 puro presentaron los siguientes promedios: 
Hemoglobina 11.5 gr/l00 mI, Hematocríto 34.0 0/0, Hematíes 7'675,000 celmI, Leucoci­
tos 8,800 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 70 %, Neutrófilos Segmentados 27.5 
Monocitos 2.5 %. 
El Cuadro 7 muestra los hemogramas correspondientes. En ellos podemos observar una 
ligera variación por acción de la sangría consecutíva. 
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Reacción biológica de los ratones inoculados por vía endovenosa con el ML121276 des­
pués de las 72 horas. 
Los ratones inoculados con la dilución (a) presentaron los siguientes promedios: Hemo­
globina 9.6 gr/100 mI, Hematocrito 38.3 %, Hematíes 7'070,670 ce/mi, NeutrófIlos 
Segmentados 18 %, Monocitos 4 % YEosinóftlos 1 %. 
Los ratones inocuiaaos con la dilución (b) presentaron los siguientes valores: Hemoglo­
bina 9.3 gr/lOO mI, Hematocrito 37.7 ojo, Hematíes 7'310,00 celml, Leucocitos 13,040 
celmI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 55 0/0. Neutróftlos Segementados 40 0/0 y Mono-
citos 5 % ' 
-
........ .--­ -
---
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Los ratones inoculados con el ML131276 puro presentaron los siguientes valores prome­
dios: Hemoglobina 11.5 gr/loo mi, Hematocrito 34.0 %, Hematíes 7'675,000 ce/mI. leu­
cocitos 8,800 ce/mI. Fórmula leucocitaria: 76 % • Neutrofilos Segmentados 21 % Y Mono.. 
citos 3 %. 
El cuadro 8 presenta los hemogramas correspondientes después de 72 horas de inocula­
ción. 
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Reacción biológica de los ratones inoculados por vía intraperitoneal con el ML131276. 
Para este grupo se inoculó el ML131276 puro. Los hemogramas de estos ratones después 
de 24 horas de inoculación presentaron los siguientes resultados: Hemoglobina 13.2 grfloo 
mI, Hematocrito 40.0 %, Hematíes 8'276,750 ce/mI, Leucocitos 7,165 ce/ml,Fórmula Leu­
cocitaria: Linfocitos 63 0/0, Neutrófilos Segmentados 31.3 % Y Monocitos 60/0. (Cuadro 
6). 
Los hemogramas después de" 48 horas de inoculación presentaron: Hemoglobina 11.9 
gr/lOO mI, Hematocrito 37.4 010, Hematíes 7'990,000 ce/mI, Leucocitos 8,47S ce/mI. Fór· 
mula leucocitaria: Linfocitos 73.5 010, Neutrófilos Segmentados 20.8 % Y Monocitos 60/0 
(Cuadro 7). . 
Los hemogramas de los ratones inoculados después de las 72 horas presentaron un prome­
dio de: Hemoglobina 10.1 gr/lOO mI, Hematocrito 33.8 0/0, Hematíes 7'423,750 ce/mi, 
Leucocitos 10,600 ce/mI. Fórmula leucocitaria: Linfocitos 853 0/0, Neutrófilos Segmenta­
dos 30.3 % YMonocitos 7 %. (Cuadro 8). 
Las hemografías de los ratones 12, 13, 14 Y 15 están representadas en las figs.: 28·31. 
Promedio de Hemoglobina y células sanguíneas del ratón antes y después de 24 horas de 
la inoculación con el ML131276 por vía endovenosa e intraperitoneal. 
Se han realizado cuadros estadísticos para cada uno de estos factores aplicados a los 15 
ratones en experimentación. El promedio de hemoglobina antes de las inoculaciones fue de 
13.4 gr/lOO ml y 12.8 gr/lOO mI después de las 24 horas. El cuadro 9 presenta la hemoglo. 
bina por cada ratón para antes y después de las inoculaciones. 
-,,­
-----"'!;r---------- --.-----------­
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J CUADRO 9: HEMOGLOBINA DEL RATON ANTES y DESPUES DE 24 HORAS DE LA INOCULACION CON EL ML13l276 
\ 
) 
I JI 
" I 
{" 
Ratón Hemoglobina Dilución 
No. g/lOO mi ML13l276 
1 * 8 0.1 
2 12.5 0.1 
3 13.5 0.1 
4 12.0 0.1 
5 13.0 0.5 
6 12.5 0.5 
7 12.5 0.5 
8 * 7.5 0.5 
9 12.5 Puro 
10 14.0 Puro 
11 14.5 Puro 
I 14.0 Puro 
II 14.0 Puro 
III 13.0 Puro 
IV 14.5 Puro 
* RatoneS exceptuados del promedio general 
N = N'lrmal 
A A"emla 
24Hs 
7.5 
13.0 
12.0 
13.0 
12.5 
11.5 
12.5 
7.0 
7.5 
12.0 
14.5 
13.0 
14.0 
13.0 
13.0 
HEMOGLOBINA (g/lOO) Comparación 
después de la inoculación (Hb) 
48Hs 72Hs 10 días antes después 
ViIA INTRAVENOSA 
7.5 5.0 6.0 A A 
10.0 8.5 13.0 N N 
10.5 9.8 11.0 N N 
11.0 10.5 12.5 N N 
11.0 11.0 -.- N N 
10.0 7.0 13.0 N N 
11.0 10.0 -.- N N 
4.5 -.- 3.8 A A 
6.0 5.5 N A 
9.5 7.0 7.0 N N 
13.5 13.0 N N 
VIA INTRAPERITONEAL 
12.5 11.0 12.0 N N 
12.5 11.0 N N 
11.5 9.0 12.0 N N 
11.0 9.5 N N 
--
N 
\. I 
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Los ratQnes 1, 8 Y 9 tuvieron un promedio bajo de hemQglobina 7.75 gr/100 ml antes 
de la inoculación y un promedio de 7.3 gr/loo ml a las 24 horas, de'spués de la inoculación. 
La cantidad promedia de los glóbulQS rojos antes de las inoculaciones fue de i950.250 
ce/ml y de 8'466,188 ce/ml después de las 24 horas de inQculados, o.bservándo.se un aumen­
to del pro.medio. to.tal de 515,938 ce/ml. Estas cantidades pro.medias muestran una no.rmali­
dad en co.mparación con el CuadtQ 2 (Patro.n). 
Los ratQnes 1, 8 Y 9 presentaro.n un promedio de 6'445,000 ce/mI antes de la inocula­
ción y 6'828,300 ce/ml a las 24 ho.ras después de la ino.culación. El aumento. fue de 383, 
000 ce/ml: 
La relación de la cantidad de los glóbulos rojos presentados en el Cuadro 2 co.n la re­
lación de las cantidades enco.ntradas antes y después de las inoculaciones visto.S en el Cua­
dro 10 están representados para cada uno. de los 15 ratones en la Fig. 32. 
La cantidad promedio de leuco.citos ántes de la inoculación fue de 13,836 ce/mi y de 
9,621 ce/ml después de las 24 ho.ras de inoculadas. 
Los ratones 1, 8 Y 9 tuviEiron un pro.medio de 22,500 ce/ml antes de la inoculación y de 
11,166 ce/ml después de las 24 horas. Esta diferencia muestra una normalidad leucocitaria 
después de la inQculación. La graficaci6n de la cantidad leucocitaria presentado en el Cua­
dro. 2 (Patrón) co.n la relación a las cantidades encontradas antes y después de las inocula­
ciQnes co.mprendidas en el Cuadro. 11 están representadas en l;¡ Hg. 33. 
La cantidad pro.media de lo.S linfo.citGs antes de la inoculación fue de 9,496 ce/mI y de 
6,820 ce/ml a las 24 horas después de la inQculación. Los ratones 1, 8 Y 9 presentaron un 
pro.medio de 13,536 ce/ml antes de la inoculación y de 7,197 ce/ml a las 24 horas después 
de la ino.culación. 
La relación entre el promedio de los linfocitQs encontrados antes y después de las ino­
culaciones en los 15 ratones de experimentación están presentados en el Cuadro 12 y la re­
lación de estos promedios con el prQmedio patrón (Cuadro 2) están representados en la 
Hg. 34. 
El prQmedio de lQS neutrófllQs segmentados antes de la inoculaci6n fue de 3,743 ce/mI 
y de 2,689 ce/mI después de las 24 horas de la inoculación. Los ratones 1, 8 Y 9 presenta­
ron un promedio de 8,190 ce/ml antes de la inoculación y de 3,358 ce/mI después a las 
24 horas. Estos resultados muestran que la ligera neutrofllia es normalizada. El Cuadro 13 
presenta los promedios antes y después de las inoculaciones y la Fig. 35 muestra la rela­
ciQn de estos promedios con el patrón. 
rf" 
, 
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, CUADRO 10: HEMATIES DEL RATON ANTES y DESPUES DE 24 HORAS DE INOCULACION 
\, CON EL ML131276 
Ratón Hematíes Dilución 
\ 	 No ce/mi ML131276 
Antes Inoc. ) 	 6'135,000 0.11* 
8'820,0002 0.1 
3 7'905,000 0.1 
(1 	 4 6'800,000 0.1 
1 	 5 7'750,000 0.5 6 6'755,000 0.5 
7 7'560,000 0.5\ l. 
8* 4'480,000 0.5, 
9* 
10 
11 
8'535,000 
8'260,000 
8'040,000 
puro 
puro 
¡juro 
6'740 
8'215 
9'225 
5'505 
7'215 
8'135 
4'675 
5'245 
8'930 
6'920 
N 
N 
N 
N 
N 
N 
VIA INTRAPER11 ONEAL 
1 8'010,000 puro 
II 8'915,000 puro 
1II 7'596,000 puro 
IV 7'280,000 puro 
8'217 
7'580 
8'780 
8'530 
* 	Ratones exceptuados en 105 promedios generales 
N = normal 
-N = ligera anemia 
I A = Anemia 
H E M A TI E S (ce/mi) 106 Comparación 
'Después de la inoculación hematica 
24Hs 48Hs 72 Hs 10 días Antes DesDués 
VIA ENDOVEN"OSA 
6'885 6'530 4'140 5'255 A -N 
8'580 7'220 5'990 10'695 N N 
9'115 8'800 7'905 8'135 N N 
8'820 9'065 7'335 10'445 N N 
9'260 8'265 7'780 
7'150 6'670 7'330 
8'880 7'940 8'320 
6'860 4'770 
N N 
9'800 N N 
N N 
3'965 A N 
8'425 7'450 
7'160 7'455 
7'845 7'420 
8'530 7'370 
9'310 N N 
N N 
8'790 N N 
N N 
t.. (¡ 	 W 
------
( ¡ 
j 
\ 
) 
I J}-\ 
\ 
( f 
\ ' 
r 

\ 
Ratón 
No 
1 * 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8* 
9 * 
10 
11 
1 
II 
III 

IV 

t-JCUADRO 11:. LEUCOCITOS DEL RATON ANTES y DESPUES DE 24 HORAS DE 
.¡:. 
Leucocitos 
ce/mi 
Antes Inoc. 
19,800 
17,000 
16,100 
16,300 
13,400 
15,000 
10,600 
25,200 
8,800 
15,000 
10,900 
11,800 
10,700 
17,500 
11,700 
Dilución 
ML131276 
0.1 
0.1 
0.1 
0.1 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
puro 
puro 
puro 
puro 
puro 
puro 
puro 
INOCULACION CON EL ML131276 
LE U C O CITO S (ce/mi) 
Después de la inoculación 
Comparación 
leucocitaria 
24Hs. 48Hs 72Hs 
VIA ENDOVENOSA 
13,300 
9,900 
16,200 
6,800 
8,100 
14,400 
10,100 
7,200 
13,000 
13,600 
8,800 
14,900 
9,600 
13,400 
6,600 
5,300 
14,300 
13,900 
6,000 
7,900 
8,000 
9,600 
21,800 
9,100 
14,800 
7,900 
13,900 
13,120 
13,100 
10,000 
14,300 
14,600 
VIA INTRAPERIT.ONEAL 
10,500 10,500 9,300 
6,000 6,400 6,800 
5,700 7,600 14,700 
6,460 9,400 11,600 
,. Ratones exceptuados en los promedios generales 
-/-N = ligera leucocltoslS 
N = Normal A = leucocltosl' 
-N = ligera leucopenla 
10 días 
10,300 
9,300 
9,100 
6,000 
9,800 
12,100 
7,300 
8,600 
6,000 
Antes 
A 
A 
+N 
+N 
A 
+N 
N 
A 
N 
+N 
N 
N 
N 
A 
N 
Después 
+N 
N 
+N 
N 
N 
-l-N 
N 
N 
+N 
+N 
+N 
N 
- N 
- N 

- N 

I 

\, 
\ 

) 
I( l 
1 

l t,
• 
,) 
Ratón 

No 

1 * 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 11< 
9 * 
10 
11 
1 
II 
III 
IV 
N 
VI 
CUADRO 12; RECUENTO LINFOCITARIO DEL RATON ANTES y DESPUES DE 24 HORAS 
Linfocitos 
ce/mi 
Antes Inoc. 
13,464 
11,900 
10,304 
13,692 
7,356 
7,350 
8,056 
13,608 
4,400 
10,650 
8,504 
7,434 
7,276 
12,950 
8,075 
Dilución 
MLl31276 
0.1 
0.1 
0.1 
0.1 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
puro 
puro 
puro 
puro 

puro 

puro 

puro 

DE lNOCULACION cml! EL MLl31276 

L 1 N FO C 1 T O S (ce/mi)" , 

Después de la inoculación 

24Hs 
 48 Hs 72 Hs 
VIA ENDOVENOSA 
10,773 
5,742 
13,446 
5,576 
7,047 
9,504 
6,767 
4,320 
6,500 
7,888 
7,216 
11,771 
6,720 
10,184 
4,554 
3,243 
5.949 
9,452 
3,300 
6,241 
4,400 
8,160 
19,620 
7,007 
12,284 
5,609 
5,838 
5,248 
10,742 
5,900 
10,296 
11,680 
VIA INTRAPERITONEAL 

5,985 6,720 7,905 
4,440 5,120 6,256 
3.021 5,092 13,230 
7,216 7,802 8,984 
--­
* Ratones exceptuados en los promedios generales +N "'" ligera IInfocltosls ) N _ Normal -A = IInfopenla 
-N _ L.igera linfopenla +A "'" IInfocltosis 
( J 
10 días 
8,341 
5,301 
6,097 
4,620 
8,526 
9,075 
4,745 
4,472 
5,580 
Comparación· 
linfocitaria 
Antes 
-l-A 
+N 
N 
+N 
N 
N 
N 
+A 
N 
N 
N 
N 
N 
+A 
N 
Después 
N 
-N 
+N 
-N 
N 
N 
-N 
-N 
N 
N 
N 
N 
-N 
A 
N 
26 

o00 V'> N
-000\0,r! 8 I \O !I V'>V'>-.:I"M\O I 1'- I N 
• 1'- 1 
.. M'0 '0I'-M\ON"O 
-.:1"• II • I • I • I I
-
-: ("1'").... ('1'" ....:
= -.:1"M-
 -
.­¡ 
= 
~ "" ~~z 
.~ ~I! 
z~zz Z~~~ 
~ = + + ++ + T + + -+ ++ 
o
r:.. 
-l:El .. 
o ~~Z~~~~~~~Z~ V ~ 
++ .,...= + -t ++ -+ + + +~ 
'OG¡ .~~ 
:c -.:1"0\0 O-O CIl -ONO13 0\ ...... 0\ I q OO. \O. V'>. 0\00\C1'.NI'-OOg 0\ 00 .....M '-O O IO M M-MM'I"'""I~ N..-! ~r-:M
.Si
..J 
COI
- - O~<U 
¡.LI"O 

> -\000 

O"" 
\00000 OON,rs~ OO-.:l"V'>O -.:I"MOON O\OO~O::r:'" ::1 \O V'> 1'­M V'> \O Mf-< "1 -.:1". -.el 
....: OO' ..,¡ M ..... M ....."":"":C"i"":z~::J 
~ ~ 
lE 
,..-- ­
Z :; ~ 
or¡O\-.:I"O 00-.:1"M\O-O.. 0\ \O V'> N V'> 0\ M 00 o~oo::r: 0\01'-0 O. OO. -. OO. N •• "l
-.:1" ~MÑ"-"" 
--.:I"MN V) V'> ­M 
\O 
e 1'­
'o M 
o o o 
i5 
'g 
-
­t'I') V'> V) V) V) .... .... ....--"""""",.­
= ;::l ;::lcicicici cicicici 0..0..0....J 
~ 
O'" g 
000\0\0S e = ~OOOV) °8 N \O \OV)V'>NM
"l 1'-. "1 •\OO~ o;. o¡, o¡,0\. OO. N. oo.~ -<U -'" <U::s U .... V'>-.:I"V"lN -.:1" V'> N O M M"'" 
.....:l. ~ 
~~~~ 
+ -+ + + 
~Z« 
+ + + ­
MOOV'>OO 
..J NOMN 
O. -.:1" 1'- 0\~ 
­
¡.LI
Z 
O 
f-<
-c::: 
¡.LI V'>oooo"<t' 
M 00 ("1 M 
000-0 
N,.-I~ N ...-,'­~ 
f-<Z
-~ 000V'> 
..
-
OO~OO ..... ..> o¡, • N. \O. ~ ("I"') ....... N ....... 
 .. 
e
.. 
... '" o 
i;o o o o ..
.... .... .... .... 
;::l ;::l ;::l ;::l E 
Oo.. o.. o.. o.. C.
.. ~ 
.2 
..
e -2 
.. ; 
O ~ .. ~¿;O\V'>O\ " lO Z 
-NV) g
.a I!f"1.oo.0.~ a. = C> M--.:I"M .. .. ~.. Z 
..
1( 
..
.. 11 
O <1: Z..
e 
'O= lO.... ** * 0\0­Vi \O 1'- 00-NM-.:I" a:~ + +.......... 
 ~==:::~ • 
Después de estos ensayos se mantuvIeron a los ratones en observación por 25 días. 
Estos hemogramas realizados antes y después de las inoculaciones con el agua de la 
laguna (ML131276) nos muestran:.(l) la acción estimulante sobre las células sanguíneas: 
hematíes y leucocitos, de igual forma ocurre con la hemoglobina, (2) no produce en los ra­
tones ninguna manifestación en el lugar de la inoculación y (3) todos los ratones incluidos 
el 1, 8 Y 9 permanecieron vivos hasta el final ~s experimentos. 
ACCION BACTERlOSTATICA YBACTERICIDA DE LA LAGUNA 
En las pruebas de susceptibilidad por el método del disco se han utilizado discos de pa­
pel Watman estériles, embebidos en el ML261277 puro. Un cultivo de S. typhi de 48 horas 
fue sembrado en medio Mueller-Hínton en dos placas Petri. Se formaron zonas de inhibición 
a las 24 horas de incubación (340 C) como se muestra en la Hg. 36, El Cuadro 14 presenta 
111 lectura del tamaño de los halos formados en cada disco. 
-- ~--------1'----------------~~~----------------
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CUADRO 14: METODO DEL DISCO CON EL ML261277 ANTE UN CULTIVO 
S. typhi TY2 
Disco Pruebas de discos 3-ll-78 4-ll-78 S-I1~78 6-D-78 8-ll-78 
No Siembra: ~n·78 24Hs 48Hs 72Hs 96Hs 144Hs 
mm mm mm mm mm 
1 Hetacillin uH" S~17 S-17 S·17 S·11 S-11 
2 Watman 51 (testigo) - - - -
3 ML261211"Sta. Cruz" S·16 S·16 S-16 S·16 S·16 
4 ML261271 "Sta Cruz" S·15 S·15 S·15 S·15 S-15 
5 ML261211 "Mellicera" 1·9 1-9 1·9 1-9 1·9 
6 ML261211 "Sta. Cruz' S·14 S-14 S·14 S·14 S-14 
Otra prueba in yitro fue utilizando el métodó de dilución, utilizándose el ML261217 y 
el mismo cultivo anterior de S. typhi TY2. Se sembraron en 1 mI del medio líquido de la 
laguna, (utilizando 4 tubos de ensayos), cantidades de 0.1 m, 0.2 mi, 0.3 mI, Y 0.4 mI, del 
cultivo de S. typhi y para el testigo se utilizó caldo cerebro-corazón estéril, sembrándose 
0.1 mI del cultivo. A las 24 horas de desarrollo se obtuvo una turbidez de 1,200'000,000 
ce/mI (McFarland) en el tubo testigo mientras que los otros se mantuvieron claros. El Cuadro 
15 presenta las observaciones seguidas hasta el 6to. día. . 
CUADRO 15: METODO DE DILUCION EMPLEANDO EL ML261277 Y EL 
CULTIVO DE S. typhi TY2 
Tubo Siembra del Cultivo* 2-D-78 3-11-78 4-D·78 5-11-78 7-11-78 
No 10 .11.1978 24Hs 48Hs 72Bs 96Hs 148 lis 
1 
2 
3 
4 
5 
Caldo cerebro-corazón 
ML261217 - 0.1 ml* 
ML261217 0.2 mI'" 
ML261217 -- 0.3 mI* 
ML261271 OA ml'" 
+ 
-
-
-
-
~ 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+ = Desarrollo 

No hay desarrollo 

De estos tubos se sembraron los cultivos de 24 horas en placas Petri con medio Agar 
Bacto Triptosa, observándose un desarrollo claro de S. typhi en la zona testigo, mientras 
que no hubo desarrollo en las otras zonas. (Fig. 37). 
Estos ensayos indicaron que el agua de la laguna (ML261277) presehtó una acción bac­
tericida y bacteriostática. 
PRUEBAS DE PROTECCION EN EL RATON 
El ML261277 sembrado con un cultivo de 24 horas de S. typhi TY2 en cantidades de 0.1 
mI, 0.2 ml, 0.3 ml Y 0.4 mI fueron inoculados en ratones por vía intraperitoneal. Los testigos 
se inocularon con 0.1 mI del mismo cultivo. Sólo 108 ratones inoculados con 0.1 mi sobrevi· 
vieron después de la inoculación. Las observaciones se siguieron durante 46 días, sin mostrar 
algún síntoma característico a la enfermedad, más bien se notó un aumento de peso, en for­
ma normal. El Cuadro 16 presenta los resultados de estas inoculaciones. 
'--_._­........ ~-"~-----_...--~ 
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CUADRO 16: PRUEBA DE PROTECCION- EN RATONES INOCULADOS 
CON EL ML261277. 
Ratón 
No. 
Cantidad del 
cultivo/mi 
11-1-78 
24Hs 
12-1-78 
48 Hs 
13-1-78 
72Hs 
25-1-78 
46 días 
Ro(T) 
Rl 
R2 
R3 
R4 
0.1 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
M 
O 
M 
M 
M 
O O O 
o = sin $(ntomas; M ::.. muerto 
Basados en los resultados del método anterior, se efectuó otro ensayo con el cultivo de 
S. typhi TY2 diluido en 1/10, 1/100 Y 1/1000, los cuales fueron inoculados en ratones ma· 
chos de 18 gr por vía intraperitoneal con 0.3 mi de cada dilución. Casi todos los ratones 
sobrevivieron a las inoculaciones excepto los testigos que murieron a las 16 horas. Las 
observaciones fueron seguidas durante 15 días. El Cuadro 17 presenta los resultados de las 
observaciones. Paralelamente a las inoculaciones, se sembró 0.1 mi del cultivo diluido 1/100 
en bacto agar triptosa (placa Petrí) a 340 C. A las 24 horas de la siembra no presentó desarro­
Uo, siendo observada hasta las 72 horas, sin desarrollo. En cambio el cultivo testigo presen­
tó un gran desarrollo a las 24 horas. 
CUADRO 17: PRUEBA DE PROTECCION DE RATONES INOCULADOS 

CON EL ML030679 Y EL CULTIVO DE S. Iyphi TY2 

Ratón 
No. 
Dilución del 
Cultivo/:nt 
26-VI-79 
27-VI-79 
24& 
28-VI-79 
48Hs 
29-VI·79 
72Hs 
12-Vll-79 
15 días 
Ro(T) 
Rl 
R2 
R3 
Cultivo puro 
1/10 
l/lOO 
1/1000 
M 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
M muerto o sin síntomas 
Los resultados de las pruebas de protección indicaron que las inoculaciones por vía 
intraperitoneaI en ratones con las diluciones l/la, l/lOO y 1/1000 no fueron patógenas, 
mostrando de esta manera su acción bactericida in vivo. 
Ensayos más extensivos referentes a la prueba de protección son todavía necesarios so­
bre la actividad in vivo del medio líquido de la laguna. Su actividad antibacterial en rato­
nes infectados con Sa/monel/a typhi (TY2), Bordete//a pertussis (18323) y Staphilococcus 
aureus (TCC25923-Difco) será realizada en el próximo trabajo por la autora. 
CONCLUSIONES 
1) Pruebas de susceptibilidad realizadas in vitro por el método del disco utilizando el agua 
de la laguna (ML131276-ML030679) y cultivos de la cepa de Salmonel/a typhi TY2 
han demostrado que la laguna minero-medicinal "Santa Cruz de las Sslinas" posee 
acción bacteriostática y bactericida. 
-
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2) 	 Inoculaciones por vía endovenosa e intraperitonela del MLl31276 realizadas .en un gru­
po de 15 ratones para las pruebas de toxicidad mostraron que dicha agua nó es tóxica 
para el organismo animal, más bien produce una acción estimulante sobre las células 
sanguíneas: hematíes y leucocitos, como asimismo, sobre la hemoglobina. 
3) 	 Pruebas de susceptibilidad in vivo por el método de protección en el ratón con el 
ML261277 y ML030679 utilizando cultivos de Salmonel/o typhi TY2 mostraron que di­
cha agua ejercia una acción bactericida. 
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Microfotografía de los glóbulos rojos (hematíes) de ratones de 20 semanas 

(lOOOX). 

Microfotografía de linfocitos pequeños de ratones de 24 semanas (lOOOX). 

luicrofotografía de un linfocito gr8f!.de en ratones de 24 semanas (lOOOX). 

Microfotografía de un linfocÍio grande y un monocito en ratones de 24 semanas 

(lOOOX). 

Microfotografía de un monodto de ratones de 22 semanas (lOOOX). 

Microfotografía de un polimorfonuclear del grupo III de ratones de 22 semanas 

OOOOX). 

Microfotografía de un polimorfonuclear del grupo III y un linfocito pequeño de 

ratones de 16 semanas (lOOOX). . 

Microfotografía de un polirnorfonuclear del grupo IV de ratones de 24 semanas 

(lOOOX). _ ............... 
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Fi5·13 Microfotografta de un polimorfonuclear del grupo IV en ratones de 20 semanas 
( OOOX). 
Fig. 14 Microfotografía ue un polimorfonuclear del grupo V y un linfocito grande de 
ratouesde 20 semanas (lOOOX). 
Fig. 15 Microfotografía de un polimorfonuclear del grupo V de un raton de 22 seman .. s 
(lOOOX). 
MicrofotogIafla de un polimorfonuclear del grupo V de un raton de 22 semanas 
(lOOOX). 
Fig. 1'7 . Gráfica de los hemogramas del ratón!, antes de la inoculación con el ML131276, 
como también a las 24 Hs, 48 Hs, 72 Hs, y a los lO días después de la inocula­
ción por vía endovenosa. 
Fig. 18 	 Gráfica de los hemogramas del ratón 2, antes de la inoculación con el ML131276, 
como también a las 24 Hr, 48 Hs, 72 Hs y a los 46 días después de la inocula­
ción por vía endovenosa. 
Fig. 19 	 Gráfica de los hemogramas del ratón 3, antes de la inoculación con el ML131276, 
como también a las 24, 48 Y 72 ho.as, ya los 6 días después de la inoculación 
por vía endovenosa. 
fig.20 : Gráfica de los hemogramas del ratón 4, antes de la inoculación con 
el ML131276, como también a las 24,48 Y 72 horas, ya los 36 días 
después de la inoculación por vía endovenosa. 
Hg. 21 	 Grárica de los hemogramas del ratón 5, antes de la inoculacion con el ML131276. 
como también a las 24, 48 Y 72 horas después de Id inoculación por vía endone­
nasa. 
Flg.22 	 Gráfica de los hemogramas del ratón 6, antes de la inoculación con el ML131276, 
como también, a las 24, 48 Y 72 Hs y a lus 37 días después de la inoculación 
por vía endovenosa. 
Fig.23 	 Gráfica ae los hemogramas del ratón 7, antes de la inoculaciónconelMLl31276, 
Como también a las 24, 48 Y 72 horas después de la inoculación por vía endoVt:­
nosa. 
Fig.24 Grárica de los hemogramas del ratón 8. 

Fig 25 Gráfica de los hemogramas del ratón 9. 

Fig.26 Gráfica de los hemogramas del ratón 10. 

Fig.27 Cráfica de los hemogramas del ratón 11. 

Fig 28 Gráfica de los hemogramas del ratón 1: inoculado por vía intraperitoneal. 
Fig.29 Gráfica de los hemogramas del ratón Il: inoculado por vía intraperitoneal. 
Fig.30 Gráfica de los hemogramas del ratón IlI: inoculado por vía intraperitoneal. 
Fig.31 Gráfica de los hemogramas del ratón IV inoculado por vía intraperituneal. 
Fig.32 Diagrama del número de glóbulos rojos de ratones patrones con ratones en ex­
perimentación con el ML131276 antes y después de 24 halas de inoculación. 
Fig.33 Diagrama mosLrando el número de leucocitos de ratones patrones con ratones 
en experinlentación con el ML131276 antes y después de 24 horas de inocula­
ción. 
Fig.34 Diagrama del número de linfocitus de ratones patrones cm!. ratones en experi­
mentación con el ML131276, antes y después de 24 horas de inoculación. 
Fig.35 Diagrama del número de neutrófilos segmentados dé ratones patrones con mto­
nes en experimentación cvn el ML131276 antes y después de 24 horas de inocu­
lación. 
Fig.36 : Fotografía mostrando la acción bactericida del agua de la laguna minero-medici­
nal con un cultivo de la cepa de Salmonello typhi TY2. Tomada en el6to día de 
observación. 
Fig.37 : Fotografía mostrando la acción bactericida de la laguna minero-medicinal Santa 
Cruz de Las Salinas, Chilea, sobre un cultivo de S. typhi TY2. 
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